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Résumé 
Les auteurs 0n.t étudié deux pa.rcimt%res : 
p0urraien.t influencer In morfalité des larves de 
le nombre de larves et le volume de suspension d’insecticides qui 
moustiques quand on les expose à I’endoto:cine delta du sérotype 
H-14 de B. thuringiensis dans des conditions par ailleurs normab&es. Ibs ont observk que le seul facteur d’impor- 
tance est la quantité moyenne de mrrtihe active par larve. Cela. implique que les tests biologiques standardisés 
peu.vent être faits rhs des rhpients de diverses formes sans qu’il y ait de variation Flota.ble dans les résultats 
nussi longtemps que volume d’eau et nombre de larves pa.r lot rest.e comtnnt. 
Au cours de simulations de terrain en hOoratoire, les auteurs onf étudié l’influence .du substra,t de sol sur 
l’eficacitt?r de la. poudre prinmire de cet agent biologique et ont constaté que de tels substrats r&duisaient fortement 
la mortalité larvaire, pr0ba.blemerz.t pa.rce que la. m.a,tihe active sédimn.ente rapidement dans la boue hors de Port&e 
des la.rves de moustique. Ils o?lt confirmé au cours de ces simulations, que le parnmètre le plus inrp0rta.M était 
la quant& de matériel disponible par hrve. 
Les auteurs on,t également étudié le devenir des cristaux d’endotozine dsbta a,prAs ingestion pa.r les larves de 
moustiques ; ils ont trouvi qu’i.ls devenaient rapidement inactifs chns les larves mortes ou moribondes. Des larves 
saines nourries a<vec des cadnvres de larves vena.nt de mowrir intoxiqués pa.r cette toxine n’étaient pas affectées. 
Mo&clés : Culicidae - Lwves - Insecticides - Sensibilité - Formulntion. 
Summary 
CONTRIBUTION TO STANDARDIZATION OF LABORATORY TESTS ON EXPERIMENTAL AND COMMERCIAL FORMU- 
LATIONS OF SEROTYPE H-14 OF Bacillus thuringiensis. III - SEPARITE OR -JOINT INFLUENCE OF LARVAL 
DENSITY, VOLUME OR DEPTII OF WATER, AND PRESENCE OF SOIL SUBSTRATES Opi EFFECTIVENESS AND RESIDUAL 
LARVICID ACTIVITY OF A PRIMARY POWDER 
(l) Cette étude a bhéficié d’une aide financiére du Programme spkial PNLID - Banque Mondiale - OMS de Recherche 
et de Formation conce-rnaut les Maladies Tropicales. 
(2) Laboratoire d’Eualuation des Insecticides, Entente Interdépartementale pour la, LXmoustication du Littoral fiféditerranéen, 
B.P. 6036, 34030 Montpellier-Cedex, France. 
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Thr nuthors hus>e incestigated ttvo pnram(<ters : rzumber of larrvae and r~olumr of insectirida.l suspension 
which could in flrsen.ce the morta,litlJ of mosquito larvae ulherl elrposed to the delta endotoxin of th,e serotype H-14 
of B. t.huringiensis under otherwlse sta.ndardized bioa.ssay conditions. The,y observed tha,t the only factor of 
im.porfrrm~c is thr avercfge amorrnt of active material per la.rocc. This implies that standardized bioassays could 
ba carried out in contmlhers of b1ariou.s shapes tvithout an.y noticeable sh.ift in their resu.lts as long as the volume 
of water and the 7wmbe.r of la~rwe for ba.tch a.re kept co7wta.n.t. 
During lu.bora,ton/ simula.tions of field conditions, the nuthors did study the influence of soil substrates on 
t.he effircti.veness of prikary potvder of this biologicab ccgen.t and formd that suçh substratss sha,rpig decrease ~.os- 
quito lazone mortnlity, proba,hllj beca,use the a,ctioe ma.terial ra.pid(y sari... into the mud, out of rea,ch of mosqicito 
bc6rcw.e. The.14 confirmed during these simulations thcct a. most important pa.rameter was the amount of active 
materia.1 arwkable per buwva. These findings underdine the vital importance of deueloping formrcla.tions of R. 
thuringiensis H-14 ~17 ich would main.tain, the delta. endotozin crystals within. an easy reach. of ta,rget iawae. 
The a.uthors nlso investigated the fclte of delta endotoxin crystads once iibgestcd bl4 mosquito lawo,e nnd found 
thtrt it WA~ rcrpidlq irractiunted rvithin dea,d or dgin.g larme. Hea.lth;y larwe feo? cndnuers of larwd fresld~/ killed 
17y this ton.i.n’ wGe nnt nffected. 
- _ 
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1. INTROBIICTION 
Les prerniPre et. seconde parties de notre étude 
(Sinègre, 1980 et 1981 - Sinègre et ab., l.980 et 
1984.‘- concernant. l’amélioration continue de la nor- 
malisat.ion des Ppreuves biologiques destinées à 
déterminer la teneur en matière active des formu- 
lations expérimentales et commerciales du séro- 
type II-14 ci? H. thuriengiensis avaient port& sur 
la stahilitk des suspensions d’épreuve, la détection 
d’évent.uels contaminants chimiques, et l’influence 
de la température, du chlore libre, du pH, de la 
profondeur de l’eau et la forme du récipient 
d’Épreuve sur l’activit& biologique d’une poudre 
primaire de cet agent.. Les conditions générales 
de l’bpreuve ét.aient par ailleurs celles recomman- 
dées par le Groupe de Travail Scientifique pour 
la Lutt.e Biologique contre les Vecteurs (OMS, 
l.979). Cet,te troisième part.ie concerne essentielle- 
ment l’étude au laloratoire de variables supplé- 
ment.aires : le nombre de larves par lot., le volume 
d’eau, et. la présence de sol. Cett,e ét.ude constitue 
en fait, une simulation des condit.ions rencontrées 
sur le terrain et. pourrait permettre non seulement 
de continuer à améliorer la normalisat.ion des 
épreuves de lahoratoire mais aussi de faciliter 
l’int.erl~r~tat.ion des essais faits sur le terrain. 
x. MATÉRIELS ET MÉTHODES 
Toutes les études ont été effec.tuées avec la 
poudre primaire R.153.78 du Laboratoire R. Bel- 
Sensihility - Formulation. 
lon. La suspension mère et les dilutions succes- 
sives ont ét,é preparées avant chaque essai en dis- 
persant la poudre primaire dans de l’eau distillée 
et en agitant énergiquement.. 
Les études ont porté, sur des larves au 4e stade 
jeune dc. Cu1e.r pipiens et d’dedes aegypti provenant. 
des élevages de l’EID, ainsi CILW d’Ae. detritus 
toutes prélevées dans un mkme gite naturel la 
veille ou le jour des essais. 
La lecture de la mortalité a été faite 24 heures 
après l’int.roduction des larves dans les récipients 
d’épreu\-e. Les CL,50 et. CL90, exprimkes en milli- 
grammes de poudre primaire par litre, ont été déter- 
minées graphiquement. 
2.1. Étude de l’influence de la densité larvaire 
Les épreuves ont t;té effectuées avec Cz. 
pipiens et ,-le. aegypti dans des héchers contenant 
chacun 200 ml de suspension de poudre primaire et 
6, 12, 24 et 48 larves. Le nombre de lots a été 
inversement proportionnel au nombre de larves par 
lot (16, 8, 4 et 2) de façon à ce que les mortalités 
observées pour chaque combinaison résultent de 
l’exposit.ion de 06 larves. 
2.2. Étude de l’influence du volume d’eau 
Les épreuves ont été effectuées avec Crr. 
pipiens et Ae. aegypti dans des Ekchers tous du 
même modkle recevant respectivement 50, 100, 
200 ou 400 ml de suspension de poudre primaire 
(ce qui correspond à des profondeurs d’eau de 
1,3 - 2,R - 5,2 et 10,4 cm). 
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Une premiike expérimentation a été réalisée 
avec six concentrations de poudre primaire com- 
prise entre 0,012 et. 0,4 mg/litre. Une seconde 
expérimentation a été effectuée en utilisant des 
concentrations décroissant en proportion inverse du 
volume (et de la profondeur) d’eau de fapon à ce 
que pour une série de volumes donnée la quantité 
de poudre primaire par bécher soit constante 
(0,02 mg). 
Quatre lots de 25 larves ont ét.é utilisés pour 
chaque combinaison. 
2.3. Étude de l’influence d’un substrat de terre 
Les épreuves ont été effectuées dans des béchers 
contenant au fond une couche de terre de 1 cm 
d’épaisseur, puis 200 ml de suspension de poudre 
primaire, avec 4 lots de 25 larves pour chaque 
combinaison étudike. 
Lors des épre,uves portant sur Ac. detritus la 
terre utilisée provenait d’un gîte larvaire de cett.c 
espèce recouvert par une végétation de salicornicc. 
La terre employée pour les essais effectués avec 
CL.. pipicns et Aa. ang!lpti. provenait d’une peloiise. 
2.4. Étude de l’influence conjuguée des facteurs pré- 
eédents sur l’efficacité et-ou l’action larvicide 
résiduelle de la poudre primaire 
Une première expérience a consisté à placer 
un fond de t.erre dans des héchers, puis 50 ml 
seulement de suspension de poudre primaire, puis 
50 larves d’As. detritus par bécher, reproduisant 
ainsi des conditions de faible profondeur d’eau et 
de forte densité larvaire souvent rencontrées le 
long du lit.toral méditerranéen. Les concent.rations 
d e poudre primaire utilisées ont été de 0,8 - 
3,2 - 12,4 et 50 mg(1. 
Une seconde expérience a consisté à placer 
dans des béchers ne recevant pas de terre 50 larves 
de Ck. pipions dans 200 ml de suspension à 0,2 mg 
de poudre primaire par litre. Dans de telles eondi- 
tiens, cette concentration correspond à peu près 
à la CL95 de Cs. pipiens. Après environ quatre 
heure.s de cont.act, la presque totalité des larves 
étant mortes, survivantes et cadavres sont retirés, 
broyés finement. et introduits dans de nouveaux 
héchers avec 200 ml d’eau distillée. Vingt cinq 
larves sont alors placées dans les premiers béchers 
d’où les survivant& et cadavres ont été retirés et. 
25 larves placées dans les héchers contenant le 
hroyat. 
Une t.roisiéme simulation des conditions de 
terrain, B plus grande échelle, a été réalisée en 
aquarium. Une batterie de six aquariums iden- 
tiques d’une section horizontale de 10 dm2 ont, 6t.é 
employés, recevant chacun une couche de terre 
de 5 cm d’épaisseur, puis des volumes d’eau res- 
pectifs de 5, 10, 20, 30, 40 et 40 litres d’eau, cor- 
respondant respectivement à des profondeurs d’eau 
de 5, 10, 20, 3fJ, 40 et 40 cm (fig. 1). Les cinq pre- 
miers aquariums ont été traités au m&me moment 
par application à leur surface d’une quantité de 
suspension mère de poudre Iwimaire assurant 
l’obtention clans chaque aquarium d’une concentra- 
tion moyenne de 1 mg/l. Le sixiéme aquarium a 
servi de témoin. Cent. larves de c’x. pipims ont 
ensuite été placées dans chaque aquarium. Chaque 
24 heures de contact, les larves survivantes ont été 
dénombrbes, retirées, et. remplackes par 100 JOLI- 
velles larves. L’expérience a 6t.é continuée jusqu’h 
diminution notable dc la mortalité dans les lots 
traités. 
NORMALISATION DES ÉPREUVES DE LABORATOIRE DE BACILLUS THCJRI~VGZE~~SIS. III 
FIG. 2. - Ijispositif d’étude, en aqarimn, de l’influence 
de la profondrw de l’eau SUI’ I’effkacit.é immidiate et, 
résiduelle de la pou’lrr. prinlairr R.153.78 du s&rot.gpc 
H-14 de B. t/uwiugicvuis. 
n. RÉSULTATS 
3.1. Influence de la densité larvaire 
Les observations, rtsurnk dans le tableau 1 
et la figure 2, montrent une excellente corrélation 
positive entre les CL50 et. CL90 d’une part et le 
nombre de larves par lot. d’autre part,. A peu de 
choses pr&s, les concentrat.ions c.arnctéristiques. 
doublent lorsque la densité larvaire double. IL 
semble donc que ce soit la quantit,é de poudre pri- 
maire par larve qui conditionne le t.aux de morta- 
lité. 
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Influence de la densiti: larvaire sur l’efficacité de diffé- 
renies I:oIlcentraf.i»rls du sérotype H-14 de B. thzcringiensis. 
Concentrations exprimées en mg de poudre R.153.78 par 
litre. CL.50 et CL.90 Calm&es après exposition pendant 
24 heures dam 200 ml d’eau de 16 lots de 6 larves, 8 lots de 
12 larves, 4 lots de 24 larves et 2 lot,s de 48 larves de CTx. 
pipisru et ti’Ae. uegypti. 
--e 
ESPéW 
- 
Nombre de larves par rkipient 
ti 12 24 48 
AP. nagypti 0,024 0,05 0,065 0,14 
0,047 0,09 a,11 0,22 
.-- - +--1- - 
Clr. pipiens 0,Ol 0$2 0,035 O,O7 
0,025 O,C145 a,09 0,18 
I I I I I I 
2 
0,003 0,006 0,012 qc24 0,05 031 42 W 
FIG. 1. - Lignes de regression « concentration-rnortalit& » 
obtenues en 24 heures après exposition de larves 4e 
stade jeune de Cx. pipiens à différentes concentrations 
du sérot,ype H-14 de B. thuringiemsis, avec 6, 13, 24 et 
48 larves par lot. Concentrations exprimées en mg de 
poudre R.153.78 par litre. Mortalités Calcul&es sur 96 
larves par combinaison otudiée. 
3.2. InfIuence du vohme de l’eau 
Les observations faites au cours de la pre- 
mière expérimentation, résumées dans le tableau II 
et la figure 3, montrent cette fois une corrélation 
négat.ive t,rès marquée entre le volume de l’eau (et 
sa profondeur qui est, proportionnelle au volume) 
et les CL50 et CL90. Le produit de la CL50 (ou 
0,003 0,006 0,012 0,024 C$I 0,a q-l 
FIG. 3. - Lignes de rogression « concentration-mortalité » 
obtenues en 24 heures après esposition de larves 4” 
stade jeune de &. pipiens à différentes concentrations 
du sérotype H-14 de B. thuringiensis dans les réci- 
pients identiques contenant diffbrents volumes des 
concentrations btudiées : 400, 200, 100 et 50 ml, cor- 
respondant respectivement à des profondeurs d’eau de 
10,4 - 5,2 - 2,6 et. 1,3 cm. Concentrat.ions exprimées 
en mg de poudre P.153-78 par litre. Mortalités calcu- 
lées sur 100 larves par cotnbinaison ét,udiée. 
de la CL90) par le volume (ou la profondeur) d’eau 
est pratiquement une c0nstant.e. 
Ces observat,ions semblent cont,redire celles 
présentées lors de la seconde partie de notre étude 
(Sinègre et al., 9980). En fait, il n’en est rien. Les 
mortalités obtenues au cours de la seconde expé- 
rimentation sur l’influence du volume de l’eau, 
Influence du volume (l’eau sur I’effkacit,é de diflërentes 
concentrat.ions du sarotype II-14 cl? B. t1Lzrringirnsi.s. Con- 
centrat.ions exprimées en m, 01 de poudre R.153.78 par litre. 
Quatre lots de 25 larves 6” stade jeune de CL pipiens par 
concentration et volume d’eau. Mortalités lues après 24 
heures de contact. 
----Ï-- 
/ 
Concentration de poudre R.153.7S 
Volume et mortalités observées CL. CL. 
d’eau ----- 50 90 
0,012 0,025 0,05 0,l 0,2 0,4 
-- _- 
50 ml - - 44 88 98 0,ll 0,24 
100 ml ii 76 98 - 0,055 0;12 
200 ml --ii 54 74 96 - - 0,03 0,065 
400 mI 46 fi8 96 100 - - 0,016 0,032 
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avec LUI même poids de poudre primaire par Lécher 
indépendamment du volume de liquide, ont été 
respectivement de 54 y”, 68 Oh, 68 o/. et 56 y0 pour 
des volumes d’eau de 50, 100, 200 et 400 ml et 
donc des concentrations en poudre primaire de 
0,4 - 0,2 - 0,‘l et 0,05 mg/l. Ce qui influence la 
mortalité parait donc bien ètre non pas le volume 
(ou la profondeur) d’eau dans le bécher, mais la 
quantité de poudre primaire contenue dans ce 
bécher. 0n retrouve ainsi les conclusions découlant. 
de l’étude sur l’influence de la densité larvaire. 
3.3. Influence d’un substrat de terre 
Les observations, résumées dans le tableail III, 
montrent que la prksence au fond de l’eau d’un 
substrat de t.erre « masque » la poudre primaire. 
Les CL50 et CL90 obtenues en présence d’un tel 
substrat, par rapport à celles observées en l’absence 
d’un tel substrat, sont 8 à 9 fois ‘plus élevées dans 
le cas d’da. aegypti, 11 à 12 fois plus élevées dans 
le cas d’Ae. detritus, ct 20 à 22 fois plus élevées 
dans le cas de C.Z. pipiens. 
3.4. Influence conjuguée des différents facteurs étu- 
diés sur l’efficacité immédiate et l’action rési- 
duelle d’une application de poudre primaire 
Les résultats de notre première expérimenta- 
tion, portant sur des lots de 50 larves d’Ae. dst.ritus 
placés dans 50 ml de suspension de poudre pri- 
maire avec substrat de terre, montrent que dans 
de telles conditions les CL50 et. CL90 sont respec- 
tivement de l’ordre de 15 et 30 mg/l. Ces valeurs 
sont ext.rèrnement élevées si on les compare à celles 
obtenues lors de l’&ude initiale sur l’influence d’un 
substrat de terre (t.abl. III). 
Les résultats de notre seconde expérimenta- 
tion ont mis en évidence le fait que dans des 
béchers contenant une CL95 de poudre primaire 
après enlèvement des larves mortes et survivantes 
il ne reste plus assez de matière active dans le 
L~LEAU III 
Influence d’un substrat de terre sur l’efficacité do différentes concentrations du sérotype H-14 de B. fhuringiensis. Concen- 
trations exprimées en mg de poudre R.153.7S par litre. Mort.alités observées après exposition pendant 24 heures de quatre lotr 
de 25 larves ke stade jsurre de chaque ‘espéce pour chaque combinaison étudike. 
- -.  
I- 
Concentrations 
de R.453.78 
Témoin 
0,02 
0.04 
OI08 
0,16 
0,32 
0,64 
1,2 
23 
5 
CL.50 
CL.90 
CL.90 Terre 
CL.90 sans terre 
-- 
-- 
.- 
.- 
= 
Conditions expérimentales et mortalités observbes 
Ae detritus Ae. aegypti Cx. pipien. 
Sans Avec Sans Avec 
terre t.erre terre terre 
0 4 
0 - 
4 - 
32 - 
64 - 
88 
- -ii 
- 48 
- 74 
- 94 
0,13 ,5 
0,32 3.5 
x 10.9 
- 
- 
_ 
.- 
0 0 
0 - 
40 - 
90 
100 
100 ii 
- 86 
- 100 
- 100 
- - 
0,05 0,4 
0,07 0,65 
x 9.3 
_- 
_ - 
- 
_ 
- 
= 
Sans 
terre 
-- 
Avec 
terre 
0 0 
0 - 
88 - 
100 
100 G 
- 45 
- 70 
- 97 
- 100 
-.- 
0,04 ‘48 
0,08 13 
Y 22.5 
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béchrr 11our intoxiquer ~111 second lot de larves 
introduit dans ce bkher. L,e broyat des larves 
survi\-antes et mort.es n’a par &lleurs RLLCUllC 
toxicité pour les larves de moustiques. 
Les rt>sult.ats de la troisième expérimentation, 
conduite (‘II aquarium, sont résumés dans le 
tah1ea11 IV. La ctorlcrnt.rat.ion unique de 1 mg de 
poudre [“ïniairr Ilil’ 1it.w n’a entraîné une morta- 
lit.6 init.ialr totale que pour des volumes d’eau 
fJgaus (o11 supkieurs k 20 1 (soit. des profoncleurs 
cieau c:ga1rs 011 supérieures 2 20 cm), c’est-h-dire 
p 0 Ll 1 des applications bgalrs «LL supérieures à 
m., rng/rn-. I,‘eH icacit.k r&sidurlle de l’application 
croit RVW le ~oluru~ et. la profondeur d’eau, c’est-à- 
dire avw la rlosr de poudrr primaire par unit.é de 
srlrfacc. 
TOLLE les rtsultats pr&3entés ici semhlrnt pou- 
voir 6t.r.e cxpliqué,s par l’influence de deux fact.eurs : 
la s~dimrntation de la mat,ière active, et la quantite 
de matitre active disponihk IJar larve de moustique. 
Les rkult.ats des différentes expérimentations sur 
la densité larvaire et le volume de l’eau mettent 
~)arfaitrmrnt eu Evidence l’influence majeure de 
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cette quantit6 de matière active par larve. Les 
résultats des expérimentations conduites avec un 
substrat de terre montrent. la grande diminution 
d’ef5cacit.é résultant de la skdimentation rapide de 
la matière active (Guillet et ul., 1980) suivi proba- 
blement par son « enlisement 1) dans le substrat, les 
minimes différences observbes entre CL pipiens, 
Ae. cmpim et Ar. cqypti pouvant être attribuées 
aux différences de comportement exist,ant entre les 
larves de ces espèces. Il semble par ailleurs très 
clair qu’après absorption par les larves de mousti- 
ques, la matière active disparalt ou devient extrê- 
mernent labile, l’ingestion par des larves en bonne 
santt du broyat. de larves empoisonnées par le séro- 
type H-l4 de B. thzcrzhgiensis n’entraînant aucune 
mort.alité.. Indépendamment du recyclage biologique 
du Bacille qui ne semble pas pouvoir se produire dans 
les gites larvaires de moust.iques, il n’y a donc pas 
de recyclage mécanique de la matière active. Du 
fait de l’absence de recyclage, une larve de mous- 
tique absorbant., dans LIIM suspension d’épreuve 
très hétérogéne, un agrégat conlenant 21) fois la 
dose létale risquerait, en effet, de CC protéger )) 9 
alitres larves de la mort, pert.urhant ainsi considé- 
rablement les résultats de 1’6preuve. 
5 cur le plan de la méthodologie des épreuves 
de lahoratoirr visant à comparer diverses formu- 
lations avec Ie st,andard IPS.78 (de Barjac, 1979 - 
OMS, 1979), on peut. donc conclure que le facteur 
essentiel est la quantitb de matière active effecti- 
vement disponible par larve. 11 faudra donc attri- 
buer une très grande importance à la normalisa- 
tion de la quantité de liquide et du nombre de 
larves par lot., ainsi qu’à une dispersion dans ce 
liquidr de la matière active des formulations à 
comparer aussi identique que possible pour chacune 
de ces formulations. La méthode de dispersion de 
la matière active à employer, ou la durke de son 
application, devrait. ainsi étrc ajustée aux caracté- 
rist-iyues de chacune des formulations. L’influence 
possible du suhst.rat. ne devrait pas étre nkgligée ; 
la matière active se présente sous forme de parti- 
cules qui seront presque toutes ingkées lors des 
épreiLves entrakant. normalement Ime mortalité de 
l’ordre de 95 y/0 5 99 76 ; tout revètement du rCci- 
pient d’épreuve susceptible de prtvcnir Vingestion 
des cristaux d’cndotoxine paraît. ainsi susceptible 
de diminuer la n1ort.alit.b toutes condit.ions ét.ant 
égales par ailleurs ; l’emploi de récipients de verre 
ou de mét.al émaillé à fond lisse devrait donc être 
préfëré, à celui de gobelets de carton enduit. ou de 
matière plastique non lisse. 
Sur le plan de l’application sur le terrain, nos 
résultats montrent clairement que les dosages 
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devront être calculés en fonction de la surface à 
traiter et non pas en fonction de celui du volume 
‘d’eau. Les dosages devront être plus blevés lorsque 
la densité larvaire des moustiques est plus élevée, 
et aussi s’il existe dans les gites d’autres organismes 
susceptibles d’absorber, et donc de « négativer N, la 
matière active (par exemple des larves chirono- 
mides) (Sinègre t?t çtl., 1979a). La perte de matiére 
active par skdiment~ation pouvant être considé- 
rable (90 B 93 r 70 lors de certaines expérimenta- 
tions), l’importance de produire des formulations 
maintenant la matière active proche de la surface 
de l’eau ne saurait trop &tre soulignée. Nos pré 
sentes expérimentations permettent. de mieux com- 
prendre cert,ains résuhats de terrain inattendus 
que nous avions observés en 1979 (Sinègre et cil., 
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